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COMPENDIO
Se estudió el efecto prebiótico del derivado de la lactosa (DL) en la población microbiana presente en las muestras de heces (inóculo fecal) de los cerdos posdestete. Se utilizó la técnica de producción de gas in vitro en 2 sustratos: el control pulpa de remolacha (PR) y DL. Se desarrollaron dos etapas. En la primera se determinó la producción del gas y las proporciones de ácidos grasos volátiles (AGV), evaluando la actividad microbiana en los niveles (0, 0.2, 2, 20 y 100%) de DL reemplazando a la PR, durante la fermentación de 144h. El tiempo medio de la producción del gas potencial se alcanzó a las 12h de la fermentación. Este tiempo se utilizó para la segunda etapa con tres niveles de DL (0, 20 y 100%). Se determinó el efecto del DL sobre la composición de la población microbiana (E. coli, lactobacillus y anaerobios facultativos totales), concentración de AGV y sobre el pH, como resultado de la fermentación bacteriana . Se incrementó la concentración del butirato (P < 0.001) y la acidificación (P < 0.001) del medio. El DL modificó la composición microbiana, que se reflejó en la disminución (P < 0.001) del número de colonias microbianas de E. coli. En conclusión el DL en niveles altos presentó efectos prebióticos.
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ABSTRACT
Effect of Lactose Derivative (LD) on the present microbial populationʼs in the sample faeces of weaned piglets The pre​biotic effect of Lactose Derivative (LD) on the present microbial populationʼs in the sample faeces (faecal inocula) of weaned piglets was studied . The in vitro gas-production technique was used. Using 2 substrates: sugarbeet pulp (SBP) as control and LD as evaluation. Two stages were developed. In the first it the gas production and the Volatile Fatty Acids (VFA) proportions, during 144h fermentation, to evaluate the effect of the microbial activity with different DL levels (0, 0.2, 2, 20 y 100%), as replacement to SBP was determined. The half time gas production potential, was reached at the 12h of fermentation. This time was used for the second stage and the DL levels (0, 20 and 100%). Microbial populationʼs composition (E. coli, Lactobacillus and total facultative Anaerobes), VFA concentration and pH was determined. Effects of the DL were presented on the products of the bacterial fermentation in faecal inocula. An increment in the butyrate concentration (P <0.001) and the acidification (P <0.001) was registered. The LD induced the microbial composition modification that is reflected in the decrease (P <0.001) of the number of microbial colonies of E. coli. The conclusion indicated that DL presented effects as prebiotic when it was used as substrate in high levels. 
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INTRODUCCIÓN
Desde hace 50 años se vienen utilizando antibió​ticos como aditivos de los alimentos en la industria porcina, como promotores de crecimiento y para el tratamiento terapéutico de enfermedades. El uso de los antibióticos mejora el crecimiento, reduce la morbilidad y la mortalidad mejorando los parámetros reproductivos (Cromwell et al., 1996; Yan and Gilbert, 2004). Sin embargo, la Unión Europea ha prohibido el uso subte​rapéutico en los alimentos de animales de antibióticos de medicina humana, con el fin de reducir la resistencia en humanos y animales. Considerando las restricciones para el uso de los antibióticos promotores de creci​miento, los oligosacáridos prebióticos constituyen en la actualidad una de las posibles alternativas (McCartney, 2005; Patterson and Burkholder 2003).
Los oligosacáridos prebióticos no son digestibles (OND), alcanzan el intestino grueso, son un excelente sustrato para la población microbiana benéfica, mejoran la relación simbiótica entre las comunidades microbia​nas gastrointestinales y el animal (Houdijk et al., 1999; De-Wiele et al., 2004). La digestión de los oligosacá​ridos en humanos da lugar a ácidos grasos de cadena corta, dióxido de carbono, vitaminas K y complejo B, y contribuye en el incremento de la población microbiana que degradan los componentes nitrogenados del alimen​to (De-Wiele et al., 2004; Vulevic et al., 2004). 
En producción animal el uso de prebióticos sería interesante en etapas tan delicadas como el destete de lechones, debido a los problemas ocasionados por el cambio de la dieta y la susceptibilidad a la colonización de bacterias patógenas. La microflora presente en el intestino grueso del cerdo es abundante en términos de densidad, colonización y variedad de especies, encon​trándose en mayor número a nivel del colon (Varel y Yen, 1997), incluye población microbiana residente y variedad de especies transitorias (Lu y Walker, 2001). Los OND estimulan el crecimiento de los microorganis​mos nativos no patógenos (Smircky et al., 2003). Co​lonizan la mucosa y el epitelio brindándoles protección contra bacterias patógenas (Lewis y Southern, 2001). 
Entre los derivados de la lactosa que se han estu​diado como prebióticos en producción animal se incluyen el lactitol, lactulosa, ácido lactobiónico y transgalacto-oligosacáridos (TOS), galacto-oligosacáridos (GOS) (Kontula et al., 1999; Houdijk et al., 1999).
En este estudio se busca evaluar in vitro el efecto prebiótico del derivado de lactosa en cerdos posdes​tete. Determinando el efecto sobre la composición de la población microbiana (E. coli, Lactobacillus y Staphylococcus aureus y Pseudomonas euruginosa) y la actividad metabólica representada en los parámetros de la fermentación (producción de gas, producción de ácidos grasos volátiles y pH). 

MATERIALES Y MÉTODOS
El trabajo se adelantó en el Centro Experimental de la Unidad de Zootecnia de la Facultad de Ciencias Agronómicas de Gembloux, Bélgica. Los dos tipos de muestras se obtuvieron de 5 cerdos posdestete (Lan​drace Belga) alimentados con concentrado comercial, cuando el peso vivo promedio era de 9 + 0.9 kg y de 21+2.2kg. 
La solución Menke se preparó con solución de oligoelementos, solución tampón, solución de macro-elementos, solución rezasurina, se colocó en el baño María (39°C) y de último se adicionó a la solución la reductora de bajo flujo constante de CO2 (Bindelle et al., 2005). 
El sustrato es un derivado de lactosa comercial (Floractif, XERIS S.A., Francia) y el control pulpa de remolacha azucarera (Beta vulgaris). Para obtener partículas de 1 mm de diámetro se usó un molino Cyclo​tec 1093 (FOSS Electric A/S, Hilleroed, Dinamarca). La composición química de los sustratos (Cuadro 1), se logró mediante los siguientes análisis: MS (105 ºC por 24 h), Ceniza (550 ºC por 8 h), Nitrógeno (método de Kjeldahl, contenido de Proteína Bruta = 6.25 x N), Extracto Etero (método Soxhlet , usando ether), Fibra Detergente Neutra (usando Na2SO3 y Termamyl : 120 KNU/g, Novo Nordisk, Bagsværd, Dinamarca) y Fibra Detergente Ácido y Lignina Detergente Ácida usando el sistema de Fibercap (Foss Electric, Bagsvaerd, Denmark). 


Etapa 1: Fermentación in vitro y producción de AGVs
En esta etapa experimental se evaluaron cinco niveles de DL: 1) Pulpa de remolacha(PR) 100% o testigo, 2) PR 99.8% + derivado de Lactosa DL 0.2%, 3) PR 98% + DL 2%, 4) PR 80% + DL 20%, 5) DL 100%. El experimento se distribuyó utilizando un Di​seño Completamente al Azar (CAA) de los 5 niveles de DL, 14 repeticiones (jeringa + Inóculos + Sustra​to) y 10 blancos de control (Jeringa + inóculos) para corregir el valor intrínseco debido al inóculo en cada tratamiento.
Se colocaron 200mg del substrato en una jeringa Kolbenprober de vidrio de 100 ml. Las muestras fecales se recogieron en jeringas de polietileno, se extrajo el aire, se cerraron con ganchos y se colocaron en baño de maría a 39ºC. Todo el procedimiento se hizo en saturación de CO2. 
Las muestras fecales se diluyeron con 100ml de solución Menke y se llevaron al Stomacher Lab Blender 400 (Seward Medical, Norfolk, UK) por 60 segundos, para suspender en el líquido las bacterias adheridas a las partículas de alimento sin digerir (Makkar, 2001). La solución se filtró (tamiz de 250 μm) y se añadió volumen de solución Menke hasta alcanzar una con​centración 1:20 (Bouldry et al., 2004). Se transfirieron a las jeringas 30 ml del inóculo fecal y se fermentaron a 39 oC. 
Los volúmenes de gas acumulado se registraron después de 2, 5, 8, 12, 16, 20, 24, 48, 72, 96 y 144 horas de incubación. La cinética de la producción de gas se evaluó con el protocolo propuesto por Bouldry et al. (2004). 
El volumen final de gas durante la fermentación se evaluó así: 


Donde   es la acumulación de gas medio en el tiempo t (h) corregido por la cantidad de substrato incubado y la producción de los blancos, V(t) (ml) el volumen ocupado por el inóculo y el gas en el tiempo t, V0 (ml) el volumen de inóculos transferido a las jeringas en el comienzo de la fermentación, B(t) (ml de gas por ml de inóculos) producción de gas en un tiempo t de los blancos por ml de inóculo y P (g) cantidad de sustrato colocado en la jeringa (Bindelle et al., 2005). 





Al finalizar la fermentación, el residuo se recuperó y se congeló a temperatura de - 80oC para el análisis de los ácidos grasos volátiles. Se determinaron las con​centraciones de acetato, propionato y butirato usando la técnica de High Performance Liquid Cromatography “HPLC” con una columna de Aminex HPX-87H y ácido sulfúrico 0.01 mol/l en la fase móvil, (Hartemink et al., 1997). 
El análisis estadístico de los parámetros de cinética de producción de gas y AGVs se realizó por medio de un análisis de varianza de acuerdo con el Diseño Ex​perimental empleado (Stell y Torrie, 1980), usando el procedimiento de GLM de SAS 8.02 (SAS inc., Cary, NC, USA) con el siguiente modelo lineal: 


Etapa 2: Modificación de la población microbiana, producción de AGV y pH 

Teniendo en cuenta la información obtenida de la etapa 1 y determinado el tiempo medio T/2 de la producción de gas potencial , donde se presenta el punto de inflexión de la curva de la cinética de gas, se supone que la actividad microbiana es alta, por lo cual se considera como el momento apropiado para analizar la población microbiana, además en esta etapa se midieron AGV y pH.

Tres niveles de derivado de lactosa ( 0%, 20% y 100%) se distribuyeron mediante el Diseño Comple​tamente al Azar, 6 repeticiones para determinación de la composición microbiana, 12 de la concentración de AGV y 8 para medir el efecto sobre el pH (jeringa + Inóculo + Sustrato) realizados en dos corridas. 
La población microbiana se determinó mediante un serial de dilución de (10 –1 a 10 –7 ) en medio pecto​nado (Pectona: 1g L-1, NaCl: 5g L-1, Tween 80 Sigma: 1ml L-1) inoculación en agar esterilizado. La compo​sición bacteriana se identificó en medios de cultivo a base de gelosa (Biokar Diagnostics, Beauvais, France). El agar es selectivo, así: El TBX para Escherichia coli (24 h a 44°C ), PCA para bacterias anaeróbicas facul​tativas totales (72 h a 37°C) y MRS para Lactobacillus (72 h a 37°C). La población microbiana se expresó en Unidades Formadoras de Colonias por ml de sustrato (UFC/ml). 
También se hicieron análisis de Ácidos Grasos Volátiles (Acetato, Propiónico y Butirato) al inóculo obtenido a t=T/2 de fermentación.
Al final de la fermentación de 144h, se midió el pH de cada residuo, usando un pH-metro 300i/SET equipado de un electrodo de SenTix 20 (WTW, Weil​heim, Alemania). Para tal fin no se adicionó la solución tampón (Solución Tampón de Menke y Stegonias, 1988) a la que no se añade NaHCO3 esto permitió que fuera más evidente la variación del pH como consecuencia de la actividad microbiana sobre el sustrato DL. 
El análisis estadístico de la etapa 2 se realizó con los mismos parámetros utilizados en la Etapa 1.

RESULTADOS
Cinética de la producción de gas evaluado con Inóculo de cerdos posdestete. 
Se presentó un efecto del DL sobre la curva de cinética de producción de gas, en los niveles con mayor concentración. En la Figura 1 se presenta la curva de la cinética de producción de gas con cinco niveles de derivado de Lactosa (0%, 0.2%, 2.0%, 20% y 100%) en cerdos posdestete. 
En el Cuadro 2 se presentan los parámetros de ajuste (Vf, expresado en ml/g de MS, Latencia, T/2 y el índice fraccional de degradación, μt=T/2) del mo​delo matemático de France et al. (2000), usados para la elaboración de las curvas de la Figura 1. 


Se encontraron diferencias significativas (P<0.001) en la Latencia y μt= T/2 entre el sustrato a base de pulpa de remolacha y los tratamientos con niveles de DL. Por el contrario, la producción final de gas Vf no presentó diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos. 


Igualmente existieron diferencias significativas (P<0.001) entre series (edad de los cerdos posdestete, al momento de la extracción de las materias fecales) sobre los diferentes parámetros de la cinética de pro​ducción por lo que las medias de los parámetros de la cinética se presentaron separadamente para la semana 1 y 4 (serie 1 y serie 2).
Concentración de ácidos grasos volátiles en el inóculo fecal de cerdos posdestete en un periodo de fermentación de 144h y 12h. 




Población microbiana presente en el inóculo fecal de cerdos posdestete. 

Las poblaciones de E.coli y las anaerobias pre​sentaron variaciones en la composición como resultado de la inclusión del DL




Correlación entre la composición de la pobla​ción microbiana y la concentración de AGV de las muestras fecales de cerdos posdestete. 











Los resultados indican que la flora intestinal de los cerdos posdestete tiene la capacidad potencial de fermentar DL y la pulpa de remolacha de manera equivalente, ya que el Vf no presentó diferencias entre tratamientos. 
Aparentemente DL es fermentado por una pro​porción limitada de bacterias inicialmente presentes en el inóculo. Una vez que se desarrolla esta flora específica, las jeringas que contenían exclusivamente DL comenzaron a fermentar, aunque más tarde que las que contenían pulpa de remolacha. Una vez se inicia la fermentación de DL es mucho más rápida que con la pulpa de remolacha pura o en mezcla con DL. Entre más lenta sea la fermentación, la eficiencia en la for​mación de ATP puede ser maximizada para convertir el piruvato a Acetil fosfato en lugar del lactato, esto podría permitir mayor formación de acetato (Awati et al., 2005). 
Las diferencias observadas en cada nivel de DL en los parámetros de fermentación (Vf, L, μT=T/2) entre la primera y la cuarta semana de obtención de las materias fecales indican que durante el crecimiento de los cerdos posdestete de 9 a 21kg, la flora de los animales se desarrolló significativamente. Esto ha inducido disminución de las latencias e incremento en los volúmenes de gas final, producto de las tasas fraccionales de degradación. 
Las diferencias de los patrones de fermentación en los cerdos posdestete son el resultado de la etapa fisiológica de animal (crecimiento) y la dieta, afectarían la composición de las poblaciones microbianas (Dung et al., 2002). Por tanto la naturaleza del sustrato durante la fermentación es tan importante como el origen de la flora (Le Goff et al., 2003; Awati et al., 2005; Bauer et al., 2001). 
Dos tendencias se reflejaron en cantidades y proporciones relativas de AGV. El acetato disminuyó cuando se fermentó el derivado de lactosa; por el con​trario, el butirato se incrementó con los niveles de DL. Estas observaciones indican que las vías metabólicas utilizadas por las bacterias para la degradación del DL son diferentes a las utilizadas para la pulpa de la remolacha. Esto apoya la hipótesis de que el derivado de Lactosa DL es fermentado por una clase particular de bacterias del intestino grueso. Respuestas similares fueron encontradas a nivel in vivo por Houdijk et al. (2002) al utilizar oligosacáridos no digestibles del tipo TOS e inulina (De-Wiele et al., 2004a; Gebbink et al., 1999) en la dieta de cerdos en crecimiento, sobre el pool de AGV (acetato, propionato y butirato). 
La importancia de estos resultados radica en que la concentración de butirato favorece la salud de los cerdos ya que se ha reportado como recurso energético para los colonocitos e inhibiendo la apoptosis de las células epiteliales del colon (Smiricky et al., 2003; Campbell et al., 1997; Claus et al., 2003). Además el n- butirato se ha considerado como potente antiproliferativo de diferentes agentes patógenos (Piva et al., 2002). 
Además algunos patrones de la fermentación pue​den estar relacionados con la concentración de AGV específicos. En el presente trabajo se encontró que al concentrarse el propionato, la acumulación de gas fue menor, lo cual esta de acuerdo con lo reportado por Getachew et al., (2004). 
Cabe resaltar que el efecto de los niveles de de​rivado de lactosa sobre la producción del propionato, tiene importancia dado el papel que cumple en la etapa de crecimiento de los cerdos, este ha sido sugerido para ahorrar aminoácidos que se podrían usar en la glucogé​nesis en el estado posterior a la absorción. Además el pool completo de AGV contribuiría con 28% del total de los requerimientos de energía para el mantenimiento del cerdo (Smiricky et al., 2003)
Es importante tener en cuenta el tiempo de fer​mentación del inóculo con relación a la concentración de los AGV. A las 12h la concentración del acetato fue menor que a 144h . El butirato no se vio afectado por el tiempo de fermentación. Este resultado apoya la hipótesis de que, en donde se presenta el punto de inflexión de la curva que representa el punto medio de la producción de gas, se encuentra la mayor actividad microbiana y por lo tanto la mayor concentración de AGV. Esto coincide con lo afirmado por Franklin et al. (2002) quienes establecieron que el incremento en la concentración de AGV coincide con la actividad microbiana. 
En general DL presentó efecto evidente sobre los productos de la fermentación específicamente en las concentraciones de butirato. Estos resultados son consistentes con los estudios realizados en ratas (Cam​pbell et al., 1997) y cerdos (Gebbink et al., 1999) al adicionar FOS dentro de la dieta. De tal manera que el DL se comporta igual que otros oligosacáridos con fines prebióticos. Sin embargo los oligosacáridos prebióti​cos no producen la misma cantidad de Ácidos Grasos de Cadena Corta. A través de los trabajos de Wang y Gibson (1993), conocemos que si bien in vitro todos los substratos producen acetato, como producto final de su fermentación, las cantidades de propionato y bu​tirato varían. Es así, que el almidón origina cantidades importantes de butirato, mientras que el producido por la inulina y los FOS es bastante menor.
La poblaciones bacteriales de Lactobacillus no ofrecen resultados particularmente notables en la modificación de la composición de las colonias bac​terianas, debido probablemente a la falta de precisión del método utilizado para correlacionar los fenómenos promovidos en las poblaciones bacterianas. Ya que se ha establecido que la cantidad de Lactobacillus es mayor en cerdos lactantes y disminuye drásticamente después de 3 días posdestete (Franklin et al., 2002), por lo tanto debería haberse evidenciado el efecto, ya que las características del DL supone la estimulación de esta especie de población bacteriana. Pero también, aunque no sea evidente, el efecto sobre la modificación en la composición bacterial de Lactobacillus, la naturaleza del sustrato afecta su actividad. Resultados similares fueron encontrados por Charalampopoulos et al. (2002). utilizando manna-oligosacáridos y xilo-oligosacáridos en la dieta de cerdos.
Los otros medios utilizados fueron mucho más selectivos para las otras familias de bacterias evaluadas, que permitieron poner en evidencia el efecto de DL sobre la disminución de las poblaciones bacterianas de E.coli. Esto implica que el derivado de lactosa tiene la habilidad de inducir modificaciones en la composición de la población microbiana, posiblemente inhibiendo su crecimiento de manera selectiva. De manera similar se comportan otros derivados de lactosa (Lactitol, ácido lactobiónico y lactulosa) según lo reportado por Kontula et al. (1999). Esto es consecuente con lo encontrado por Gebbink et al. (1999) en el contenido colon distal (4.78 ufc/ml) de E.coli como respuesta a la incorporación de FOS en la dieta de cerdos en crecimiento (jaulas limpias). Aunque se puede presentar el caso de que el derivado de lactosa tenga la habilidad de inducir modi​ficaciones en otras poblaciones bacteriales no evaluadas como las bífidobacterias (Kontula et al., 1999).
Además es posible que la disminución de las poblaciones de E. coli se presente como consecuencia del incremento en las concentraciones de butirato que puede estar comprometido con la inhibición de esta bacteria. Esta tesis es consecuente con las afirmaciones de Claus et al. ( 2003); Bauer et al (2001); Mathew, (2001) y Campbell et al. (1997) quienes afirman que los ácidos grasos de cadena corta y principalmente el butirato ayudan a mantener las barreras de la mucosa del intestino grueso y que una escasez de éste produce colitis ulcerativa y otras inflamaciones, en conse​cuencia el epitelio y otras superficies disminuyen la secreción de mucus (Glicoproteínas) permitiendo la adhesión de patógenos coliformes a los receptores de los enterocitos. 
Es necesario resaltar la importancia del DL y su efecto sobre E. coli ya que esta bacteria es una de las principales causantes de morbilidad y mortalidad de los cerdos posdestete. Estas bacterias generan toxinas que en el intestino delgado y colon producen hiperactividad del intestino, secreción y diarrea. La inhibición de la bacteria responsable de la producción de esta toxina podría prevenir o disminuir las diarreas severas (White et al., 2002). 
La masa total de la composición de la población microbiana fue inferior a lo reportado en la literatura por Le Goff et al. (2003) quien cita solamente que el número total de anaerobias presentes en las materias fecales frescas de los cerdos es de 1010. Este resultado se puede explicar por la demora entre la colección de las muestras y la enumeración bacterial. Sin embargo, se han encontrado concentraciones similares en estudios realizados in vivo con cerdos posdestete alimentados con dietas que contenían FOS y pulpa de remolacha. (Gebbink et al., 1999), aunque en otros estudios, con otro tipo de oligosacáridos prebióticos, la población bacterial no se ve afectada por el sustrato (Mikkelsen y Jensen, 2004; Houdijk et al., 2002 ) al evaluar FOS y TOS en cerdos posdestete. De manera similar responden los mannan-oligosacáridos (MOS) suministrados en la dieta por 14d (White et al., 2002).
La fermentación de DL induce la caída altamente significativa del pH, esta disminución es posible que esté relacionada con mayor producción y más rápida de acetato. El derivado de lactosa DL se fermenta más eficientemente por las bacterias acidófilas que pueden continuar con la fermentación del sustrato a pesar del bajo pH. 
En estudios utilizando FOS y galactooligosacá​ridos (GOS) el pH tuvo tendencias similares (Smiricky et al., 2003; Houdijk et al., 2002) . Es probable que la variación del pH esté afectada por otros factores como ciertos metabolitos (bacteriosinas) del tipo Bifidina que disminuyen el pH (Santomá, 1998). 
Los oligosacáridos prebióticos tienen la tendencia a disminuir el pH luminal y podría potencialmente ser un mecanismo para restringir el crecimiento de bacterias patógenas o putrefactivas (Campbell et al., 1997)
En fin, el método de fermentación en jeringas no permitió poner en evidencia el impacto de DL sobre la cinética y la producción de AGV cuando se mezclan 0.2 y 2% de DL con la pulpa de remolacha. A partir del 20% los efectos de DL en las fermentaciones (Cinética, AGV y pH) fueron perceptibles y significantes con el método utilizado. 
CONCLUSIONES
El derivado de la lactosa en niveles altos afectó la producción de ácidos grasos volátiles, incrementando la producción de propionato y butirato, igualmente inhibió el crecimiento de E.coli y no se observó efecto en el crecimiento de las poblaciones de Lactobacillus y anaerobias facultativas totales.
De acuerdo con los resultados anteriores el deri​vado de la lactosa se podría emplear como prebiótico debido a la habilidad de inhibir el crecimiento de E. coli y de estimular la producción de butirato, que inhibe el crecimiento de esta bacteria, sirve como fuente de ener​gía y protege los enterocitos. Sin embargo, los efectos se observaron en los niveles con mayor contenido de DL, por lo cual es recomendable evaluar in vitro niveles entre el 20 hasta 100% de DL.
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